This paper describes the d i s t r i b u t i o n of DNA-lesions generated by the potent carcinogen benzo(a)pyrene (BP) or i t s ultimate metabolic d e r i v a t i v e 7a,83,di-hydroxy-9B,10B-epoxy-7,8,9,10-tetrahydrobenzo(a)pyrene (BPDE) w i t h i n mammalian chromatin using the enzymic probe micrococcal nuclease. We have shown that the progress o f the nuclease on naked DNA is unaffected by the presence o f the hydrocarbon lesion a t moderate extents o f d i g e s t i o n . Digestion of nuclei i s o l a t e d from murine erythroleukaemic c e l l s immediately f o l l o w i n g BPDE treatment, and analysis o f micrococcal nuclease r e s i s t a n t DNA by TCA p r e c i p i t a t i o n , hydroxyapatite chromatography and gelelectrophoresis demonstrates a non-random d i s t r i b u t i o n o f lesions. Approximately three times more binding occurs on the l i n k e r DNA regions between nucleosome cores than on the nucleosome core DNA i t s e l f .
INTRODUCTION The i n i t i a l w o r k o f B r o o k e s and L a w l e y ( 1 ) d e m o n s t r a t e d a c l o s e c o r r e l a t i o n b e t w e e n t h e c a r e i n o g e n i c i t y o f a s e r i e s o f c h e m i c a l c a r c i n o g e n s and t h e i r b i n d i n g t o DNA, b u t n o t t o RNA o r p r o t e i n . F u r t h e r w o r k has d e m o n s t r a t e d a good c o r r e l a t i o n between t h e DNA b i n d i n g , m u t a g e n i c i t y and c a r e i n o g e n i c i t y o f a s e r i e s o f p o l y c y c l i c a r o m a t i c h y d r o c a r b o n s ( 2 , 3 ) . S i n c e e u k a r yo t i c DNA i s c o n d e n s e d w i t h h i s t o n e s i n t o a h i g h l y o r g a n i s e d
s t r u c t u r e d i s p l a y i n g a l t e r n a t i n g r e g i o n s o f r e s i s t a n c e ( n u c l e osome c o r e DNA) and s e n s i t i v i t y ( n u c l e o s o m e l i n k e r DNA) t o m i c r oc o c c a l n u c l e a s e C O , i t seemed l i k e l y t h a t t h e i n t e r a c t i o n o f c a r c i n o g e n s w i t h DNA m i g h t be n o n -r a n d o m . T h i s may be i m p o r t a n t i n t h e l i g h t o f r e c e n t w o r k i n d i c a t i n g a n o n -r a n d o m a r r a n g e m e n t
o f n u c l e o s o m e s u p o n c e r t a i n D N A s e q u e n c e s . V a r s h a v s k y e t a 1 h a v e d e m o n s t r a t e d t h a t t h e r e p l i c a t i o n o r i g i n in SMkO m i n ic h r o m o s o m e s i s p a r t i c u l a r l y s e n s i t i v e t o r e s t r i c t i o n e n z y m e s ( 5 ) , s u g g e s t i n g t h a t t h i s f u n c t i o n a l l y i m p o r t a n t r e g i o n i s d e f i c i e n t in n u c l e o s o m e c o r e p a r t i c l e s .
S u b s e q u e n t w o r k h a s s h o w n a n o nr a n d o m a r r a n g e m e n t o f n u c l l u t e d i g e s t i o n p r o d u c t s ) , 0 . 1 2 M s o d i u m p h o s p h a t e  ( t o e l u t e a n y s i n g l e -s t r a n d e d m a t e r i a l ) a n d f i n a l l y 0 . 4 M s o d i u m  p h o s p h a t e ( t o e l u t e d o u b l e -s t r a n d e d m a t e r i a l ) a s d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y ( 1 7 ) . A s e c o n d c o l u m n w a s r u n u s i n g D N A i s o l a t e d  f r o m u n d i g e s t e d n u c l e i . D N A i s o l a t e d f r o m a m i c r o c o c c a l  1 4  n u c l e a s e d i g e s t i o n t i m e -c o u r s e o f [ C ] -t h y m i d i n e p r e -1 a b e 1 1 e d , IX n e u t r a l a g a r o s e g e l a s s h o w n i n f i g u r e 6 .  C o m p a r i s o n o f d i s t a n c e m i g r a t 
e o s o m e s w i t h r e s p e c t t o s e q u e n c e s o f r a t s a t e l l i t e I D N A ( 6 ) , the g e n e s c o d i n g f o r t h e m a j o r h e a t s h o c k p r o t e i n o f D r o s o p h i1 a (7) a n d t h e c o n s t a n t r e g i o n o f t h e k a p p a l i g h t c h a i n i m m u n o g l o b u 1 i n g e n e (8) w h e n in t h e n o ne x p r e s s e d s t a t e . T h e a l i g n m e n t o f n u c l e o s o m e s o n t h e o o c y t e -5 S R N A g e n e s i n X e n o p u s h a s a l s o b e e n e x p l o r e d b y m i c r o c o c c a l n u c l e a s e a n d r e s t r i c t i o n e n z y m e d i g e s t i o n ( 9 ) . A t l e a s t f o u r p o s s i b l e m o d e s o f o r g a n i s a t i o n w e r e c o n s i d e r e d , a n d in e a c h c a s e r e g i o n s o f i m p o r t a n c e in the c o n t r o l o f t r a n s c r i p t i o n ( s t a r t , t e r m i n a t i o n o r m i d d l e c o n t r o l r e g i o n s ) o c c u r r e d w i t h i n t h e l i n k e r r e g i o n b e t w e e n n u c l e o s o m e c o r e s . A l s o , 5 -m e t h y 1 c y t o s i n e , c o ns i d e r e d t o b e i m p o r t a n t in g e n e r e g u l a t i o n ( 1 0 ) , i s d i s t r i b u t e d n o n -r a n d o m l y i n r e l a t i o n t o n u c l e o s o m e s t r u c t u r e s , o c c u r r i n g t o a g r e a t e r e x t e n t i n r e g i o n s r e s i s t a n t t o m i c r o c o c c a l n u c l e a s e d i g e s t ion ( 1 1 ) .

N o n -r a n d o m b i n d i n g o f c a r c i n o g e n s t o chromosomal D N A m i g h t t h e r e f o r e h a v e p r o f o u n d e f f e c t s o n g e n e e x p r e s s i o n . I n d e e d t h e r e is e v i d e n c e f o r a n o n -r a n d o m m o d i f i c a t i o n o f c h r o m a t i n b y a g e n t s s u c h a s B M B A ( 1 2 ) , B P p l u s m i c r o s o m e s ( 1 3 ) a n d A A A F ( 1 * 0 . H o we v e r t h e s e a r e a l l d i r e c t -a c t i n g a g e n t s o r s y s t e m s c a p a b l e o f g e n e r a t i n g s u c h a g e n t s a n d t h e r e s u l t s o b t a i n e d m a y n o t b e r e l e v a n t t o t h e d i s t r i b u t i o n o f l e s i o n s g e n e r a t e d f r o m t h e p r oc a r c i n o g e n in v i v o . T h e p r e s e n t p a p e r r e p o r t s t h e d i s t r i b u t i o n o f a d d u c t s g e n e r a t e d b y t r e a t m e n t w i t h e i t h e r a d i r e c t -a c t i n g a g e n t ( B P D E ) o r i t s p a r e n t h y d r o c a r b o n ( B P ) w i t h i n t h e c h r o m a t i n
R E S U L T S P r i o r t o e x a m i n i n g t h e d i s t r i b u t i o n o f B P -D N A a d d u c t s i n r e g i o n s o f c h r o m a t i n a c c e s s i b l e t o m i c r o c o c c a 1 n u c l e a s e i t w a s n e c e s s a r y t o s h o w t h a t t h e p r e s e n c e o f t h e h y d r o c a r b o n l e s i o n o n t h e D N A d i d n o t a f f e c t t h e c o u r s e o f t h e d i g e s t i o n . T h i s w a s 1 A d e t e r m i n e d b y d i g e s t i n g n a k e d O N A ( e i t h e r i s o l a t e d f r o m [ C ] -t h y m i d i n e p r e -1 a b e l I e d , [ 3 H ] -B P D E t r e a t e d c e l l s , o r D N A m o d i f i e d in vi t r o w i t h [ ' H ] -B P D E ) , w i t h m i c r o c o c c a l n u c l e a s e a n d f o l l o w i n g t h e f r a c t i o n o f t h e t w o l a b e l s r e m a i n i n g T C A p r e c i p i t a b l e i . e . r e m a i n i n g u n d i g e s t e d . F i g u r e 1 s h o w s a p l o t o f t h e p e r c e n t a g e [ H ] r e m a i n i n g T C A p r e c i p i t a b l e a s a f u n c t i o n o f t h e f r a c t i o n o f t h e D N A r e m a i n i n g T C A p r e c i p i t a b l e f r o m e i g h t i n d e p e n d e n t m i c r oc o c c a l n u c l e a s e t i m e -c o u r s e s . I f t h e p r e s e n c e o f t h e l e s i o n h a d n o e f f e c t o n t h e p r o g r e s s o f t h e d i g e s t i o n , t h e n a p l o t o f T C A p r e c i p i t a b l e [ 3 H ] -l a b e l v e r s u s T C A p r e c i p i t a b l e [ C ] -l a b e l w o u l d g i v e a s t r a i g h t l i n e w i t h a s l o p e o f o n e . I f t h e l e s i o n r e d u c e d t h e r a t e o f d i g e s t i o n , t h e n t h e e x p e r i m e n t a l p o i n t s w o u l d f a l l b e l o w t h i s l i n e . F i g u r e 1 s h o w s t h a t u p t o a b o u t 6 0 % d i g e s t i o n t h e r e w a s l i t t l e e f f e c t o n t h e p r o g r e s s o f t h e d i g e s t i o n , h o w -
H I -i T h e f r a c t i o n of [ J H ] -B P l e s i o n s on DNA r e m a i n i n g u n d i g e s t e d by m i c r o c o c c a l n u c l e a s e as a f u n c t i o n of the total DNA [ '^C ] -l a b e l ) r e m a i n i n g u n d i g e s t e d . e v e r b e y o n d t h i s p o i n t t h e r e w a s s o m e d e v i a t i o n . T h u s a t m o d e ra t e e x t e n t s o f d i g e s t i o n , t h e b o u n d h y d r o c a r b o n a p p e a r e d t o h a v e l i t t l e e f f e c t o n t h e r a t e a t w h i c h t h e D N
It w a s t h e r e f o r e n e c e s s a r y t o r e m o v e h y d r o c a r b o n b o u n d t o p r o t e i n a n d R N A , a s w e l l a s n o n -c o v a 1 e n t 1 y b o u n d m a t e r i a l ( 1 9 ) , p r i o r t o a n a l y s i s . T h i s w a s a c h i e v e d b y r e m o v i n g a l i q u o t s o f n u c l e i a t v a r i o u s t i m e s f r o m t h e m i c r o c o c c a l n u c l e a s e d i g e s t , s i m u l t a n e o u s l y s t o p p i n g t h e d i g e s t i o n a n d l y s i n g t h e n u c l e i w i t h E D T A a n d s a r k o s y l , i n c u b a t i n g w i t h p a n c r e a t i c R N a s e f o l l o w e d b y p r o t e i n a s e K, a n d p h e n o l e x t r a c t i n g t w i c e t o r e m o v e p r o t e i n d i g e s t i o n p r o d u c t s . U n d e g r a d e d D N A w a s t h e n p r e c i p i t a t e d f r o m t h e a q u e o u s p h a s e b y t h e a d d i t i o n o f T C A .
It w a s i m p o r t a n t t o d e t e r m i n e t h e f a t e o f t h e [ ' H ] -B P -D N A d i g e s t i o n p r o d u c t s t h r o u g h o u t t h i s p r o t o c o l a n d t h i s w a s examined in t h e f o l l o w i n g e x p e r i m e n t . D N A , i s o l a t e d f r o m c e l l s p r e -1 k 3 l a b e l l e d w i t h [ C ] -t h y m i d i n e a n d t r e a t e d w i t h [ J H ] -B P D E , w a s d i g e s t e d w i t h m i c r o c o c c a l n u c l e a s e . A t v a r i o u s t i m e s a l i q u o t s w e r e r e m o v e d a n d D N A i s o l a t e d a s o u t l i n e d a b o v e . F i g u r e 2 ( t o p ) s h o w s t h e d i s t r i b u t i o n o f t h e t w o l a b e l s in e a c h o f t h e e x t r a c t i o n 1 k p h a s e s . T h e [ C ] -l a b e l i n d i c a t e s t h a t a s t h e d i g e s t i o n p r o c e e d s , t h e f r a c t i o n o f t h y m i d i n e n u c l e o t i d e s r e c o v e r e d in t h e T C A p r e c i p i t a t e f a l l s w h i l s t t h e f r a c t i o n in t h e T C A s u p e r n a t a n t r i s e s b y a c o r r e s p o n d i n g a m o u n t a n d l i t t l e is f o u n d in t h e c o m b i n e d p h e n o l p h a s e s . H o w e v e r F i g u r e 2 ( b o t t o m ) s h o w s t h a t a s t h e d i g e s t i o n p r o c e e d s a s i g n i f i c a n t f r a c t i o n o f t h e [ H ] -l a b e l a p p e a r e d in t h e p h e n o l p h a s e d e m o n s t r a t i n g t h e g r e a t e r p h e n o l s o l u b i l i t y o f B P -D N A d i g e s t i o n p r o d u c t s in c o m p a r i s o n w i t h u n m o d i f i e d d i g e s t i o n p r o d u c t s . A t e v e n g r e a t e r e x t e n t s o f d i g e s t i o n ( d a t a n o t s h o w n ) m o s t o f t h e [ H j -l a b e l w a s f o u n d in t h e p h e n o l p h a s e s a n d l i t t l e r e m a i n e d in t h e T C A s u p e r n a t a n t . A s i m i l a r a n a l y s i s w a s p e r f o r m e d o n m i c r o c o c c a l n u c l e a s e d i g e s t e d , B P D E -m o d i f i e d n u c l e i , a n d t h e d i s t r i b u t i o n o f [ H ] in e a c h e x t r a c t i o n p h a s e is s h o w n in f i g u r e 3 . A t z e r o -t i m e d i g e s t i o n , t h e b u l k o f t h e h y d r o c a r b o n ( 7 7 % ) w a s
F i g u r e 2 T h e f r a c t i o n o f t o t a l D N A ([ C ] -l a b e l , t o p f i g u r e ) o r B P -D N A l e s i o n s ( [ 3 H ] -l a b e l , b o t t o m f i g u r e ) a p p e a r i n g in e i t h e r t h e p h e n o l p h a s e ( T ) , T C A s u p e r n a t a n t ( • ) o r T C A p r e c i p i t a t e ( O ) d u r i n g a D N A i s o l a t i o n p r o c e d u r e o n m a t e r i a l a t d i f f e r e n t t i m e s o f d i g e s t i o n o f D N A b y m i c r o c o c c a l n u c l e a s e . i n d i c a t i n g e i t h e r c o v a l e n t l i n k a g e t o p r o t e i n o r p o s s i b l y l i p i ds o l u b l e u n r e a c t e d B P -t e t r o l . F u r t h e r m o r e a t z e r o -t i m e d i g e s t i o n , a s m a l l b u t s i g n i f i c a n t f r a c t i o n o f t h e [ H ] ( 6 % ) w a s p r e s e n t in t h e T C A s u p e r n a t a n t a n d t h i s is l i k e l y t o r e p r e s e n t p a r t o f t h e B P -R N A b i n d i n g ( t h o u g h s o m e m a y b e s o l u b l e in t h e p h e n o l e x t r a c tion p h a s e d u e t o t h e p a n c r e a t i c R N a s e d i g e s t i o n ) . S i n c e t h e [ H ] a p p e a r i n g in t h e T C A s u p e r n a t a n t a t a n y o n e t i m e w i l l b e a c o m b i n a t i o n o f n o n -p h e n o l s o l u b l e B P -R N A d i g e s t i o n p r o d u c t s a n d n o n -p h e n o l s o l u b l e B P -D N A d i g e s t i o n p r o d u c t s ( t h e e x t e n t o f p h e n o l s o l u b i l i t y v a r y i n g w i t h t h e e x t e n t o f d i g e s t i o n , f i g u r e 2 ) , w e f e e l t h a t l i t t l e i n f o r m a t i o n c a n b e g a i n e d a b o u t
20
Time (min)
F i g u r e 3 T h e f r a c t i o n o f t h e t o t a l n u c l e a r [ 3 H ] -h y d r o c a r b o n p r e s e n t i n t h e p h e n o l p h a s e ( • ) , T C A s u p e r n a t a n t p h a s e ( O ) a n d T C A p r e c i p i t a t e ( • ) d u r i n g a D N A i s o l a t i o n p r o c e d u r e o n m a t e r i a l a t d i f f e r e n t t i m e s o f d i g e s t i o n o f n u c l e i b y m i c r o c o c c a l n u c l e a s e . A l s o s h o w n i s t h e f r a c t i o n o f n u c l e a r D N A ( • ) r e m a i n i n g T C A p r e c i p i t a b l e ( u n d i g e s t e d ) a t t h e s e t i m e s o f d i g e s t i o n . t h e r a t e o f d i g e s t i o n o f B P -D N A a d d u c t s f r o m a n a n a l y s i s o f T C A s o l u b l e m a t e r i a l . ( T h i s m a y n o t n e c e s s a r i l y b e t h e c a s e f o r a g e n t s o t h e r t h a n B P D E w h i c h g i v e h i g h e x t e n t s o f D N A r e a c t i o n r e l a t i v e t o R N A , p r o t e i n a n d h y d r o l y s i s p r o d u c t s ) . H o w e v e r d e t e r m i n a t i o n o f t h e [ H ] p r e s e n t i n t h e T C A p r e c i p i t a t e a s a f u n c t i o n o f D N A d i g e s t e d , c a n b e u s e d a l b e i t i n d i r e c t l y , t o e s t i m a t e t h e d i s t r i b u t i o n o f B P -D N A a d d u c t s i n r e g i o n s o f c h r o m a t i n a c c e s s i b l e t o m i c r o c o c c a l n u c l e a s e . T h i s i s s h o w n i n f i g u r e k w h e r e t h e r e l a t i v e a d d u c t c o n c e n t r a t i o n ( [^H ] / [ C ] r a t i o o f T C A p r e c i p i t a b l e m a t e r i a l a t v a r i o u s t i m e s o f d i g e s t i o n 3 I k d i v i d e d b y t h e [ H ] / [ C ] r a t i o o f T C A p r e c i p i t a b l e m a t e r i a l p r i o r t o d i g e s t i o n ) i s p l o t t e d a s a f u n c t i o n o f t h e f r a c t i o n o f D N A d i g e s t e d d u r i n g m i c r o c o c c a l n u c l e a s e d i g e s t i o n o f n u c l e i f r o m t h r e e i n d e p e n d e n t B P D E t r e a t e d M E L c e l l p r e p a r a t i o n s . T h i s r e s u l t i n d i c a t e s t h a t B P D E t r e a t m e n t o f M E L c e l l s l e a d s t o
% DNA Digested
F i g u r e k T h e r e l a t i v e a d d u c t c o n c e n t r a t i o n in t h e m i c r o c o c c a l n u c l e a s e r e s i s t a n t D N A f r a c t i o n a s a f u n c t i o n o f t h e p e r c e n t a g e o f t o t a l D N A m a d e T C A s o l u b l e d u r i n g t h e d i g e s t i o n o f n u c l e i f r o m [ 3 H ] -B P D E t r e a t e d M E
t i o n ( t h e f r a c t i o n o f D N A i n l i n k e r ) , t h e r e l a t i v e a d d u c t c o n c e n t r a t i o n f a l l s t o 6 5 % o f t h a t o f u n d i g e s t e d D N A . S i n c e t h e r e l a t i v e a d d u c t c o n c e n t r a t i o n o f t h e c o r e p a r t i c l e i s 6 5 % o f t h e t o t a l , t h e n t h e d i g e s t e d l i n k e r m u s t h a v e a n a d d u c t c o n c e n t r a t i o n o f [ l -( 0 . 6 5 x 0 . 7 3 ) ] / 0 . 2 7 = 1 -9 5 t i n e s t h a t o f t o t a l D N A a n d h e n c e 3 -0 t i m e s t h a t o f t h e c o r e D N A ( s e e M a t e r i a l s a n d M e t h o d s f o r d e t a i l s o f c a l c u l a t i o n ) . T o c o n f i r m t h a t t h e f a l l in s p e c i f i c a c t i v i t y o f t h e T C A p r e c i p i t a b l e m a t e r i a l g e n u i n e l y r e f l e c t e d a l o w e r a d d u c t c o nc e n t r a t i o n in t h e m i c r o c o c c a l n u c l e a s e r e s i s t a n t D N A , t h e m a t e r i a l w a s c h r o m a t o g r a p h e d o n h y d r o x y a p a t i t e . N u c l e i i s o l a t e d f r o m [ ' ' ' c j -t h y m t d i n e p r e -1 a b e l 1 e d , [ 3 H ] -B P D E -t r e a t e d M E L c e l l s 1 k w e r e d i g e s t e d w i t h m i c r o c o c c a l n u c l e a s e t o 3 4 % [ C ] T C A s o l u b i li t y . T h e D N A w a s p u r i f i e d a s d e s c r i b e d a b o v e , w i t h t h e o m i s s i o n o f t h e T C A p r e c i p i t a t i o n s t e p , a n d a p p l i e d t o a c o l u m n o f h y d r o -x y a p a t i t e p r e -e q u i 1 i b r a t e d a t 6 0°C i n 0 . 0 5 M s o d i u m p h o s p h a t e , p H 6 . 8 . T h e c o l u m n w a s s u c c e s s i v e l y w a s h e d w i t h 0 . 0 5 M s o d i u m p h o s p h a t e ( t o e
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